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論 文
内
容 要
旨
 畑泡を生体から分離し,試験管内で増殖させる組織培養法は,細胞レベルにおける分析的,
 避蔀勺な研究手段を提供することを大きな特徴とする。しかし,生体の統御機構の働かない場
 における,長輔にわたる細胞の増殖は,細胞の性質を様々に変化させる。その代表的な例と
 して,正常細胞の悪性化,悪性細胞の悪性度の低下を挙げることが出来よう。後者は,文献的
 には少からぬ報告があるにも拘らず,前者に比して余り注意が払われなかった。本稿に着いて
 は,吉田肉腫の長期継代培養に沿ける腫瘍性の変化が取り扱われた.とくに,移植性,生存日
 数の変化を推計学的に分析した結果を基に,「組織適合性」と隙力」を分離して考えること
 を試みた。・また・これらの言葉のもつ意味についても考察を行った。
 吉田肉腫の長期継代培養はマ96零年1月に稀釈法で得られたニケの細胞から始まった。培
 地としては,50代まではしE・BS培地に10%ラット血液を添加したものが,それ以后は・
 彊a91eMEM培地に1mMビノレピン酸,慶び20%牛∫血清を添加したものカ{用レ・られた。
 細胞は初代から活疲な増殖を示し,そのdoublmgtimeは20時間前后であった。吉田
 肉腫の培養に着いて特徴的なことは細胞が,ガラス壁に附着せず,培地中に浮遊して増殖する
 ことである。このため,継代に際しては・トリプシン・EDTA等を用いる必要はなかった。
 培養細胞のもどし移植は・吉田肉腫に優れた感受性を有するドンリュウラットが用いられた。
 また,移植性,生存日数の分析'には,prob1も浅が導入された。すたわち,移植細胞数の対
 数と移植率のProbiも変換値の間に直線関係が成立することから正規性の検定を行い,LD
 50(50%le七haldose)を算出したD更に,いくつかの直綿間の平行性,有意性の検
 定が行われた。計算方法はL“chfieユd-Wi]coxo皿法に従った。
 継代培養により,移植性は著明に低下した。培蚕前の吉田肉腫のLD50がてケであるのに
 対し・56代754日培養細胞のそれは3・000ケ・76代1.079日培養では50α000
 ケとなつ方。しかし,このよう友移植性の低下した細胞も,動初体内を通すことによ蛎急
 速i顧弓髭づ一る。しかし,染色体数は,動物通過前と同じ四倍体附近にあった。注意すべきこと
 隣各'澄直時i〔むけるdos3-respoロseour▽eの間に平行1生のみられることである。
 こ鉦'ま,培養によるf、瀬性の変化は,質的というよりは、むしろ量的であることを示している。
 主喜率曲線もProbiも変換により直線化され,平行性が検討された。培養50代までの生
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 存率曲線は,多少左右に移動するが培養前のそれとの間には}平行性が失われていない。著明
 な変化は,50代以后にみられた。51～60代,61～'75代の細胞を106ケ移植したと
 き得られた生存率曲線は二相性を示した。二相の前半は・50代までのそれと平行であったが,
 後半の生存率曲線は,前半よりも勾配がゆるぐ・生存日数の長い方まで伸びている。この二相
 の後半は56代,76代の二回にわたり再現された。このような勾配のゆるい,換言すれぱ,
 生存日数が長くぞの分布の巾の広い生存率曲線も,動物体内通過により急速にもとにもどるこ
 とが確められた。
 このような,移植率にむけるdose-reSPo且8ecurVeの平行移動,・生存率.曲.線の非
 平行移動は,移植率に関与する因子が量的な変化であるのに対しン生存日数に関・与ずる因子は.'
 質的な変化を遂げたことを示唆している。
 腫瘍を生物学的立場から・棟討するとき,「悪性度」についての資料は・動物への移植によっ
 て得られる。移植率及び生存日数は,その資料の代表的なものである。移植率は,腫瘍一宿主
 間の組織適合性および腫瘍細胞の毒力(virulence)によって支配されるのに対し,生存
 日数は,毒力の綜合的表現ということが出来る。この毒力は,更に・細胞レベルにおいては,
 腫瘍細胞の増殖速度,増殖様式・宿主レベルに論いては・浸潤性,生体の代謝への影響等の因
 子により支配されているであろう。以上の如く考えると・長期継代培養による吉田肉腫細胞の
 変化は,組織適合性ではなく,主として毒力の変化であることが推測される。毒力の変化の要
 因について,解剖所見及びa.uもoradiograPhyにより研究されたが,細胞の増殖速度浸
 潤性にその原因を求めることはできなかった。
 毒力の低下の機序の詳細は,未開明のま、残されていろ。しかし・そ'れは,細菌の培養時に
 みられる病源性の低下と同じように考えることができよ%すなわち,細胞の集団中に混在す
 る毒力の低い細胞の選択によるものと思われる。そして,このような細胞は,恐らくは「変異」
 により培養の経過中に生じたと推測される。この問題を解析するためには,雪ケの細胞に由来
 する細胞集団Gloneを得ることが必要である。今后7GlO旦e分析法により,研究がすすめ
 られる予定である。
 一ヨニ67一
 審査結果の要旨
 吉田肉腫細胞の試験管内培養が1961年以来継続されてきた・この間,継代の場合に植えこ
 む細胞数が10マ/槻という少数細胞であること,約2週間で1口口万/盟L前後に増殖するこ
 と,細胞はガラス壁に付着せず培地中で浮遊状で増殖すること等,膿瘍・細胞の培養として従来の
 報告と異左る特色がみられている。そもそもこの研究は流血中の腫瘍細胞を組織培養法の応用に
 よって検出することを目的として開始されたものである。血中に存在する少数細胞の検出のため
 に,少数細胞に適した血液添加培地の発見が行左われ,血液中の有効成分として赤血球から放出
 されるピルビン酸がpopuユationd.epend,entnutrientとして働(ことが明らか
 になった。更に培地の改良が試みられてEagleMEMを基礎とする半合成培地が使用される
 ようになって'いる。
 このように長期間生体から切ク罐されて試、験管内で継代培養された麗瘍細胞の性質はどのよう
 になっているのであろうか。肩論文に於ては,1麟細胞の諸特長を形態学的には,細胞の形態,
 核分裂の頻度,染色体の変動,分裂速度の測定等からその推移を追及すると共に培養細胞の腫瘍
 性を動物への移植率と生存率から検討した結果がのべられている。特に変化を定量的に比較する
 ために移植性と生存率曲線の分析にプ・ビット法を導入した。すなわち移植細胞数の対数と移植
 率のブ・ビット変換値の間に直線関係の成立することから正規性の検定が行われ,これからLD
 50(50%Lethaユα08エ3)が算出される。例えば培養前の吉田肉腫のLD50は1コで
 ある力三,56イ 754日土音養でにtLD5〔〕は3,〔〕〔〕臼コ,ア6季ヒ1079目土音盤では500,000
 コと急速に低下した。しかしこのような移植性の低下したも¢)も動物体内通過によりしD50の
 値は小さくなり≦0～40コまで回復する。これは鹿筋細胞が生体内に移植されたときに宿主動
 物をた参すために一体何コの細胞が必要かということを雲影酌に算出して之を腫瘍細胞の悪性度
 を示す一つの示標として換歯うとするものである。元来膨島の悪性という言葉はマ腫瘍細胞が生
 体内に沿かれフこ場合のふるまい方から導かれた概念であることは,、癌の特長としてあげられる自
 律性増殖,浸潤,破壊・転移,再発,悪液質など更に個体が必ず死の転嬬をとるということなど
 悪性の具体的表現はすべて腫瘍細胞と宿主との相互関係に基づかないものは殆ど左いことからよ
 ぐ理解されるであろう。培養細胞の腫瘍性の変化を長期にわたって追及したこの研究は,腫瘍の
 悪性度という概念の定量的解析へと進んで,癌の細胞遺伝学的研究に新しいアブローナを開発し
 た準、のといえる。
 よづてオ輪文は学位を授一与するに充分値するものである。
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